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15 La presence invention concerne un fragment d'ADN isole d'un retrotransposon et 
comprenant un site interne d'entree des ribosomes (IRES). Plus particulieremem 
eile concerne des vecteurs d expression componant ce fragment d"ADN ei 
notamment des vecteurs polycistroniques permenant I 'expression efficace et stable 
de plusieurs genes d'interet sous la depcndance d'un meme promoteur. La presente 
invention trouve une application interessame dans le domaine des vecteurs de 
therapie genique. 



20 



La faisabilite de la therapie genique appliquee a I'homme nest plus a demontrer 
et ceci concerne de nombreuses applications therapeutiques comme les maladies 

25 genetiques, les maladies infectieuses et les cancers. De nombreux documents de" 
l'art anterieur decrivent les moyens de menre en oeuvre une therapie genique. 
notamment par 1'intermediaire de vecteurs viraux. D'une maniere generale, les 
vecteurs sont obtenus par deletion d'au moins une partie des genes viraux qui sont 
remplaces par les genes d'interet therapeutique. De tels vecteurs peuvent etre 

30 propages dans une lignee de complementation qui fournit en trans les fonctions 
virales deletees pour generer une particule de vecteur viral defective pour la 
replication mais capable d'infecter une cellule note. A ce jour, les vecteurs 
retroviraux sont panmi les plus utilises mais on peut citer egalement cles vecteurs 
issus des adenovirus, virus associes aux adenovirus, poxvirus ct virus de I 'herpes. 

35 Ce type de vecteur. leur organisation et leur mode defection sont largement 
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decrits dans la litterature accessible a 1'homme de I'art. 

II peut etre avantageux de disposer de vecteurs de therapie genique plus 
performants et capables notamment de produire efficacement plusieurs proteincs 
d'interet. Ccpcndant. la presence de plusieurs promotcurs au sein du memo vectcur 
se traduit tres souvent par une reduction voire meme une perte de I 'expression au 
cours du temps. Ceci est du a un phenomcne bicn connu d' interference entre les 
sequences promotrices. Dans ce contextc. la publication de la demande 
internationale WO93/03143 propose une solution a ce problcme qui consiste a 
mettre en oeuvre un site interne d 'entree des ribosomes (IRES). Elle decrit un 
vecteur retroviral dicistonique pour l'expression de deux genes d'interet places sous 
le controle du meme promoteur. La presence d'un site IRES de picornavirus entre 
ceux-ci permei la production du produit d'expression issu du second gene d'interet 
par initiation interne de la traduction de 1'ARNm dicistronique. 



15 



Normalement, 1'entree des ribosomes au niveau de l'ARN messager se fait par la 
coiffe situee a I'extremite 5' de l'ensemble des ARNm eucaryotes. Cependant cette 
re*le universelle connau des exceptions. L'absence de coiffe chez certains ARNm 
viraux laissait supposer I 'existence de structures alternatives permettant 1'entree 

20 des ribosomes a un site interne de ces ARN. A ce jour, un certain nombre de ces 
structures, norhmees IRES du fait de leur fonction. ont etc identifiees dans la 
region 5' non codante des ARNm viraux non coiffes comme celle notamment des 
picornavirus tel que le virus de la poliomyelite (Pelleticr et al., 1988. Mol. Cell. 
Biol _ H03-1112) et I'EMCV (Encephalomyocarditis virus (Jang et al.. J. 

25'. Virol.. 1988. 62, 2636-2643). 



-4 



On a maintenant trouve un nouveau site interne d'entree des ribosomes dans les 
retrotransposons murins de type VL30 et montre que ce site ameliore la traduction 
des sequences codantes placees a sa suite. 



30 



Le genome des cellules eucaryotes comprend un certain nombre d'elements 
genetiques cellulaires mobiles, appeles transposons, qui ont la capacite de se 
deplacer d'un site du genome a un autre choisi au hasard. A l'heure actuelle. on 
ignore leurs fonction et signification biologique. Certains d'entre eux. les 
35 retrotransposons. apparaissent apparentes aux provirus retroviraux par leur 
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organisation et ieur mode de transposition (par un intermediaire ARN, transcription 
inverse ct integration dans le genome cellulaire). Parmi les differents 
retrotransposons murins identifies a ce jour, figurent ies elements VL30. Le 
genome murin en comprend de 150 a 200 copies. Us ont une longueur d'cnviron 
5 6 kb et posscdcnt a leurs extremites des repetitions directes qui rappelicnt Ies LTRs 
retroviraux. lis sont defectifs pour la replication et ne conticnncnt pas de sequences 
codantes (codons d'arret dc la traduction dans les diffcrcntes phases de lecture). 
Ces elements en tant que tels sont decrits dans la litterature et leur sequence 
nucleotidique connue (Adams et a!., 19SS, Mol. Cell. Biol. , 8, 2989-2998 ; Van 
10 Beveren, Coffin et Hughes 1984. Restriction analysis of two genomes and 
restriction maps of representative retroviral proviruses and cellular oncogenes 
p. 559-1209, ed : Weiss, Teich, Varmus et Coffin ; RNA tumor viruses, 2nd ed. 
Cold Spring Harbor Laboratory). Par ailleurs, ils peuvent etre transmis d'une 
cellule a Tautre par encapsidation en presence d'un virus auxiliaire (helper). 

15 

II n'etait pas evident d'identifier une sequence IRES dans les elements VL30 
murins puisque ceux-ci sont depourvus de sequences codant pour des proteines et 
ne pr£sentent pas d'homologie frappante de sequence avec les sites 6£}& decrits 
dans la litterature. De plus, par rappon a ces derniers, le site IRES d'un VL30 

20 murin est particulierement avantageux. En premier lieu, il permet un taux de 
reinitiation de la traduction efficace et stable a long terme ct, d'autre part et de 
maniere inattendue, il peut egalement, dans le cadre d'un vecteur retroviral, 
remplir les fonctions de dimerisation et d'encapsidation et ceci independarnment de 
sa position dans le vecteur. Et enfin, du fait de sa faible homologie avec les 

25 sequences retrovirales, son emploi reduit considerablement le risque de production 
de virus competents pour la replication, propriete avantageuse dans le cadre des 
vecteurs de therapie genique destines a un usage humain. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un fragment d'ADN isole 
30 comprenant un site interne d'entree des ribosomes (IRES) et/ou une sequence 
d'encapsidation, caracterise en ce qu * il est derive d'un retrotransposon. 

Par fragment d'ADN isole, on emend un fragment d'ADN isole de son contexte 
e'est a dire non associe a une autre sequence de retrotransposon autre que celle 
35 deftnie ci-dessous. Le terme "retrotransposon" se rapporte a un element genetique 
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cellulaire mobile qui presente des caracteristiques de type retroviral, notamment par 
I'existence de repetitions directe.s a ses deux extremites. Par IRES, on designe une 
sequence capable de promouvoir l'entree des ribosomes dans une molecule d'ARN 
d'une maniere independante de la coiffe, au niveau d'un site interne de cet ARN, 
Une sequence d'encapsidation, est une sequence impliquec dans le processus 
d'encapsidation des retrovirus ou vectcurs retroviraux en favorisant la dimerisation 
de deux copies du genome retroviral et cn penmettant I'encapsidation du dimere 
dans les particules virales. Le terme "derive 0 fait reference a une structure ayant 
une origine retrotransposon mais qui peut avoir subi quelques modifications, avoir 
ete obtenue par synthese chimique ou encore d'elements divers comprenant des 
parties de retrotransposon, comme le virus HaMSV. 



Selon un mode de realisation prefere, un fragment d'ADN selon 1'invention est 
capable d'exercer une fonction IRES et une fonction dencapsidation lorsqu'il est 
15 introduit dans un vecteur retroviral approprie. 

Dans le cadre de la presente invention, un fragment d'ADN selon 1'invention est 
isole de l'extremite 5' d'un retrotransposon et notamment de la region qui suit 
directement la repetition directe situee a son cxtremite 5' (LTR-like 5') et, en 

20 particulier, le site de liaison a PARN transfer! (PBS). II va sans dire qu'il peut etre 
isole par toute technique en usage dans le domaine de Tart, par exemple par 
clonage a I'aide de sondes appropriees, par PCR (Polymerase Chain reaction) ou 
encore synthese chimique. Aux fins de la presente invention, il comprend au moins 
100 nucleotides de ladite region, avantageusement au moins 200 nucleotides, de 

25 preference au moins 300 nucleotides, de maniere preferee au moins 400 nucleotides 
et, de maniere tout a fait preferee, au moins 550 nucleotides, ceci en comptant les 
nucleotides hors la repetition directe en 5*. Mais, bien entendu, il peut s'etendre 
au dela dans la direction 3' jusqu'a au plus 0,88 a 1,5 kb. 

30 Selon un mode de realisation tout a fait prefere, un fragment d'ADN selon 
1'invention, est derive d'un element VL30 de rongeur, de preference, d'origine 
murine et, tout particulierement, de rat ou de souris. S'agissant de la premiere 
variante selon laquelle un fragment d'ADN est isole d'un VL30 de rat, on prefere 
tout particulierement mettre en oeuvre un fragment d'ADN ayant une sequence 

35 substantiellemeni homologue a la sequence presentee dans l'identificateur de 
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sequence SEQ ID NO: 1 . commencant au nucleotide 1 et se terminant a u 
nucleot.de 590 ou. de maniere optionnelle. commencant au nucleotide 176 et se 
terminant au nucleotide 590. 

Selon la deuxieme variante (fragment d'ADN isole d'un VL30 de souris) on aura 
de preference rccours a un fragment d'ADN prcsentant une' sequence 
substant.ellement homologue a la sequence presentee dans I'identificateur de 
sequence SEQ ID NO: 2. commencant au nucleotide 1 et se terminant au 
nucleotide 788. 



10 



20 



Le terme sub.stamiellement homologue fait reference a un degre d'homologie 
supeneur a 70%. avantageusement superieur a 80%. de preference superieur a 
90% et. de maniere tout a fait preferee. superieur a 95%. Ainsi. un fragment 
d ADN selon Invention peut avoir une sequence legerement differente d'une des 
15 sequences decrites dans .es identificateurs de sequence lei 2, a .a condition 
toutefo.s que la substitution, la deletion ou 1 "addition d'un ou plusieurs nucleotides 
n affecte pas sa fonction IRES et/ou la fonction d'encapsidation. 

D'une maniere generale. un fragment d'ADN selon Invention est destine a etre 
mtegre (dans une orientation quelconque) dans un vectcur de transfer! et 
d-expre.ss.on d'un ou plusieurs genets) d 'inter*. Le choi.x d'un tel vccteur est large 
et les techniques de clonage dans le vecteur retenu sont a la portee de 1'homme de 
1 art. Conformement aux buts poursuivis par la preseme invention on peut 
env.sager un vecteur plasmidique ou un vecteur derive d'un virus animal et en 
particulier, d'un poxvirus (canari pox ou virus de la vaccine), adenovirus 
baculovirus, virus de 1 'herpes, virus associe a un adenovirus ou retrovirus De tels 
vecteurs sont largement decrits dans la lit.erature. En paniculier. lorsqu'il s'agit 
d'un vecteur adenoviral, celui-ci peut etre issu d'un adenovirus humain de 
preference de type 2 ou 5, animal, de preference canin ou aviaire. ou encore d'un 
30 hybr.de entre des especes variees. La technologie generale concemant les 
adenov.rus est divulguee dans Graham et Prevec (1991. Methods in Molecular 
B.ology. Vol 7. Gene transfer and Expression Protocols ; Ed E.J. Murray the 
human Press Inc. 109-118). 

35 Dans le cadre de la preseme invention, un fragment d'ADN selon Invention est 
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de preference positionne en amont d'un gene d'interet pour ameliorer la traduction 
du produit depression pour lequel celui-ci code. II peut etre inclus dans une 
cassette ^expression de type monocistronique (pour l'expression d'un gene 
d'interet place sous 1c controle d'un promoteur) ou polycistronique (pour 

5 I 'expression d'au moins deux genes d'interet places sous le controle d'un meme 
promoteur). Cene derniere peut contenir plusieurs elements en tandem "site IRES- 
gene d'interet" dont au moins un des sites IRES est constitue par un fragment 
d'ADN selon Invention. On prefere tout paniculierement le mettre en oeuvre dans 
une cassette dicistronique dans laquelle il peut etre insere soit en amont du premier 

10 gene d'interet soit en amont du second, cette derniere variante etant la preferee. 

Lorsqu'un vecteur selon I'invention comprend plusieurs cassettes d'expression, 
celles-ci peuvent etre inserees dans une orientation quelconque les unes par rapport 
aux autres ; dans une meme orientation (promoteur agissant dans une meme 
15 direction) ou en orientation reverse (promoteur agissant dans une orientation 
opposee) . 

Dans le cas ou un vecteur selon I'invention comprend plusieurs fragments d'ADN 
selon I'invention. il est preferable qu'ils soient issus de retrotransposons d'origines 
20 differentcs. Selon ce mode de realisation particulier. on prefere qu'un des 
fragments soit derive d'un VL30 de rat et presente notammcnt une sequence 
substantiellement homologue a la SEQ ID NO: 1 et que 1'autre soit derive d'un 
VL30 de souris et presente notamment une sequence substantiellement homologue 
a la SEQ ID NO: 2. 



25 



Selon un mode de realisation tout a fait prefere. un vecteur selon I'invention derive 
d'un retrovirus. On peut citer a litre d'exemples. les retrovirus aviaires tels que le 
virus de l'ersihroblastose aviaire (AEV), le virus de la leucemie aviaire (AVL). le 
virus du sarcome aviaire (ASV). le virus de la necrose de la rate (SNV) et le virus 
du sarcome de Rous (RSV). les retrovirus bovins. les retrovirus felins. les 
retrovirus murins tels que le virus de la leucemie murine (MuLV), le virus de 
Friend (F-MLV) et le virus du sarcome murin (MSV) et les retrovirus de primate. 
Bien entendu. d'autres retrovirus peuvent etre mis en oeuvre. Cepcndant. on 
prefere tout paniculierement avoir recours au virus de la leucemie murine de 
35 Moloney (MoMuLV). Les nombreux vecteurs retroviraux derives de ce dernier qui 
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CFTR. la dystrophia ou minidy.strophine. Tiasuline. I'ADA (adenosine 
diamino.se). la glucocerebro.sida.se et la phenyl hydroxylase. 



une 



proteme capable d'inhiber Imitiation ou la progression de cancers, telle 
qu-un produit depression de genes supresseurs dc tumcurs (genes P 53. 
Rb...). une toxine. un anticorps. une immunoroxine, 



une proteine capable de stimuler une reponse immunita 



ire. et 



une proteine capable d'inhiber une infection virale ou son development 
par exemple un epitope antigenique du virus en cause, un anticorps ou un 
variant altere dune proteine virale susceptible d'entrer en competition avec 
la proteine virale native. 



15 



Par a.lleurs. un gene d'interet en usage dans la presente invention, peut egalement 
coder pour un marqueur de selection permettant de selections ou identifier les 
cellules notes transferees par un vecteur selon Invention. On peut citer le gene 
neo (neomycine) conferrant une resistance a I'antibiotique G418 le gene dhfr 
(dthydrofolate reductase). le gene CAT (Chloramphenicol Acethyl Transferase) ou 
20 encore le gene gpt (xanthine phosphoribosyl). 

D'une maniere generale. on aura recours pour lexpression d'un ou des gene(s) 
dmteret a un promoteur fonctionnel dans la cellule hote consideree ct de 
preference, une cellule humaine. Le choix du promoteur est tres large et a la portee 

25 de 1'homme du metier. II peut s'agir d'un promoteur gouvemam naturellement 
1 expression d'un gene dmteret en usage dans la presente invention ou de tout 
autre promoteur (d'origine eucaryote ou viral). Par ailleurs, il peut etre de nature 
ubiquitaire ou regulable, notamment en reponse a certains signaux cellulaires tissu- 
specifiques ou evenemenis-specifiques. A titre indicatif. il peut etre avantageux de 

30 menre en oeuvre un promoteur tissu-specifique lorsque I'on veut cibler Texpression 
du ou des gene(s) d'interet dans une cellule ou un type cellulaire particulier par 
exemple les lymphocytes dans le cadre du SIDA. les cellules pulmonaires dans le 
cadre de la mucoviscido.se ou les cellules musculaires dans le cadre des 
myopathies. 
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A titres d'exemples non Iimitatifs. on peut citer notamment les promoteurs SV40 
(Virus Simian 40). HMG (Hydroxymethyl-Glutaryl Coenzyme A). TK (Thymidine 
kinase) les LTRs retroviraux et. en particulier. celui du MoMuLV ou du MSV 
lorsqu'on met en ocuvre un vecteur retoviral. le promoteur tardif MPL (Major Late 

5 Promoteur) d'adenovirus de type 2 notamment dans le contexte d'un vecteur 
adenoviral, les promoteurs 7.5K et HSR notamment destines a des vecteur* derives 
de poxvirus et surtout du virus de la vaccine, le promoteur PGK (Phosphoglyccro 
kinase), les promoteurs foie-specifiques des genes codant pour I'al-antitrypsme. 
le facteur IX. I'albumine et la transferrine. les promoteurs des genes 

10 d'immunoglobulines qui permenent une expression dans les lymphocytes, et enfin 
les promoteurs des genes codant pour le surfactant ou la proteine CFTR qui 
presentent une certaine specificite pour les tissus pulmonaires. 

Par ailleurs. une cassette d'expression presente dans un vecteur selon ('invention 
15 peut comporter d'autres sequences necessaires a ('expression du ou des gene(s) 
d'interet. tant au niveau de la transcription que de la traduction ; par exemple des 
sequences activatrices de la transcription de type enhancer, des introns. des signaux 
de terminaison de la transcription et. comme indique precedemment. un signal de 



secretion. 



20 



L'invention couvre egalement les virus et particules virales obtenus par transfection 
du vecteur viral selon l'invention dans une lignee de complementation adequate. 
Selon le type de vecteur viral utilise, l'homme du metier connait les lignees de 
complementation pouvant etre employees pour generer des particules virales 
25 infectieuses ainsi que le procede a mettre en oeuvre. S'agissant d'un vecteur 
adenoviral, on peut avoir recours a la lignee 293 (Graham et al.. 1977. J. Gen. 
Virol.. 36, 59-72). 

Dans le cadre d'un vecteur retroviral selon 1'invention, on peut envisager 
30 d'employer des lignees cellulaires ecotropiques. comme la lignee ORE (Danos et 
Mulligan 1988. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85. 6460-6464) ou GP + E-86 
(Markowitz et al.. 1988. J. Virol.. 62. 1120-1124). Mais on prefere tout 
particulierement mettre en oeuvre une lignee de complementation amphotropique 
telle que la lignee PG13 (Miller et al.. 1991. J. Virol.. 65. 2220-2224) ou Psi Env- 
35 am (Markowitz et al.. 1988. T.A.A.P. Vol. CI. 212-218). Generalement, on 
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recupere les particules virales infeciieuses dans le surnageant de culture des cellules 
de complementation transfectees par un vecteur retroviral selon l'invention. 

L'invention s'etend egalement aux cellules eucaryotcs comprenant un fragment 
5 d'ADN selon l'invention. Elles peuvent etre obtcnues par infection par des 
particules virales infeciieuses selon l'invention ou par introduction d'un vecteur 
plasmidique ou viral soit in vitro (dans une cellule prelevee d'un patient ou d'un 
animal) soit directement in vivn. Les methodes pour introduire un vecteur dans une 
cellule sont conventionnelles. On peut mettre en ocuvre la technique de 
10 precipitation au phosphate de calcium, celle au DEAE dextrane. I'injection directe 
du vecteur ou d'une portion de celui-ci dans une cellule ou encore 1'encapsulation 
dans des molecules de type liposomes. D'autre pan. les vecteurs selon Invention 
peuvent etre presents dans la cellule hote soit sous forme integree dans le genome 
cellulaire ou sous forme episomale aussi bien dans le noyau que dans le cytoplasme 
15 de la cellule. La cellule selon l'invention est avamageusement une cellule 
mammifere et. de preference, une cellule humaine. 

La presente invention concerne egalement I 'usage therapeutiquc d'un vecteur ou 
d'une cellule selon l'invention. pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement ct/ou a la prevention d'une maladic 
genetique ou d'une maladie acquise comme le cancer ou une maladie infectieuse. 
Cependant. un tel usage n'est pas limite a une application de type thcrapie genique 
somatique. En particulier. un vecteur selon l'invention peut etre utilise a d'autres 
fins comme la production par voie recombinante dans des cellules eucaryotcs de 
25 produits ^'expression destines a etre inclus apres purification dans ladite 
composition pharmaceutique. 

L'invention s'adresse egalement a une composition pharmaceutique comprenant a 
titre d 'agent therapeutique ou prophylactique un vecteur ou une cellule selon 
30 l'invention, en association avec un vehicule acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique. 

Une composition pharmaceutique selon l'invention peut etre fabriquee de maniere 
conventionnelle. En particulier. on associe une quantite therapeutiquement efficace 
35 d'un tel agent a un support, un diluant ou un adjuvant acceptable. Elle peut etre 
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administree selon n'impone quelle route d'administration et ceci en dose unique ou 
repetee apres un cenain delai d'intervalle. La quantite a administrer sera choisie 
en fonction de different* criteres, en particulier I "usage a titre de traitement ou de 
vaccin, la voie d'administration, le patient, le type de maladic a trailer ct son ctat 
devolution, la duree du traitement.... etc. A titre indicatif. une composition 
pharmaceutique selon I' invention comprend entre 10 J ct 10 u pfu (unite formant des 
plages), avantageusement entre 10 5 et 10 u pfu et. de preference, entre 10 6 et 10" 
pfu de particules virales. 



Par ailleurs. I'invention concerne une methode de traitement de maladies 
genetiques. cancers et maladies infectteuses selon laquelle on administre une 
quantite therapeutiquement efficace d'un vecteur ou d'une cellule selon I'invention 
a un patient ayant besoin d'un tel traitement. Selon un premier protocole 
therapeutique. on peut les administrer directement in vivo, par exemplc par 
15 injection intraveineuse, intramusculaire ou par aerosolisation dans les poumons. De 
maniere alternative, on peut adopter un protocole de therapie genique ex vivo qui 
consiste a prelever les cellules d'un patient, cellules souches de la moelle osseuse 
ou lymphocytes du sang peripherique. a les transfecter avec un vecteur selon 
T invention et a les cultiver in vitro avant de les reimplantcr au patient. 



L'invention concerne egalement un fragment d'ADN isolc componant une sequence 
d'encapsidation (Psi) dcrivee d'un virus de la leucemie murine de Moloney 
(MoMuLV) a titre de site interne d'entree des ribosomes (IRES) et sa mise en 
oeuvre dans le cadre de vecteurs d'expression tels que ceux mentionnes 
25 precedemment et. en particulier. de vecteurs retroviraux. 11 s'agira d'un vecteur 
polycistronique comprenant, de preference, deux genes d'interet sous le controle 
d'un meme promoteur et presentant une sequence Psi de MoMuLV entre les deux 
genes. Le vecteur peut inclure des genes d'interet supplementaires. soit sous la 
forme d'une cassette polycistronique (plusieurs elements en tandem "IRES-gene 
30 d'interet" dont au moins un IRES est constitue par une sequence Psi derivant du 
MoMuLV), soit sous la forme d'une cassette independante pourvue de son propre 
promoteur. Bien entendu. I'invention couvre egalement les particules virales et les 
cellules eucaryotes comprenant un tel vecteur. leur usage therapeutique ainsi qu'une 
composition pharmaceutique. On indique qu'un site IRES selon I'invention est, de 
35. preference, pone par les sequences s'etendant des nucleotides 210 a 1035 du 
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genome MoMuLV (+1. representant !e site d initiation de la transcription) 



L'invention est illustree ci-aprcs par reference aux figures suivan 



tes. 



5 La Figure 1 represente quclqucs vecieurs retroviraux utilisabies dans le cadre de 
l'invention a : de type monocistronique. b : de type dicistroniquc et c : de type 
mixte comprenant dcs cassettes d "expression mono et dicistroniques. Les LTRs 5' 
et 3- sont representes par unc bofte hachuree. les sequences de VL30 murin (rat 
ou souris) par un trait gras. la sequence Psi retroviral par un trait fin le 
10 promoteur interne par une boite pointillee et enfin les genes d'interet par une boTte 



blanche. 



La Figure 2 schematise les vecteurs P VL-CT2. pCBTl . pCBT2 P MLV-Lac2 + 
pSJEl et pSJE2. 

La Figure 3 schematise les vecteurs pMLV-CBT. pVL-CBT2-E' et pVL-CBT5 
(plap represente le gene phosphatase alcaline designe ci-apres PA). 



20 EXEMPLES 



25 



30 



Les constructions ci-apres decrites sont realise* selon les techniques gencrales de 
genie genetique et de clonage moleculaire deiaillees dans Maniatis et al (1989 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor' 
NY) ou selon les recommandations du fabricant lorsqu'on utilise un kit 
commercial. Le remplissage des extremites 5" protuberantes peut etre realise a 
l'aide du fragment Klenow de l'ADN polymerase d'E. coli et la destruction des 
extremites 3' protuberantes en presence de l'ADN polymerase du phage T4 Les 
techniques de PCR sont oonnues de Thomme de I'an et abondamment decrites dans 
PCR Protocols, a guide to methods and applications (Ed : Innis. Gelfand. Sninsky 
et White. Academic Press, Inc.). 



Par ailleurs. la position des sequences du VL30 de rat et de souris est indiquee par 
reference a la molecule ARN. la position + 1 correspondam au premier nucleotide 
35 de la molecule d'ARN, c'est a dire au site d'initiation de la transcription dans la 
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molecule ADN (premier nucleotide de la sequence R). En ce qui concerne les 
sequences VL30 de souris. les positions ARN 362-575 et 362-1149 correspondent 
respectivement aux positions ADN 631-844 et 631-1418 de la sequence decrite 
dans Adams et al. (1988. Mol. Cell. Biol.. S. 29S9-2998) 



EXEMPLE I : Fmrtes d 'ex pression in vitro 



1 . Construction des vccteurs d 'expression 

Le vecteur pCB28 est obtenu de la facon suivante : 



Le fragment EcoRI-Nhel de pLNPOZ (Adam et al.. 1991, J. Virol. 65, 4985- 
4990) est clone dans le Bluescript II KS+ digere par EcoRI et Spel pour dormer 

15 pCB25. Le fragment Hindlll-Xbal de pCB25 contenant les sequences codant pour 
la neomycine (neo). le site IRES du poliovirus et le gene G-galactosidase (LacZ) 
est clone dans le vecteur pRc/CMV (Invitrogen) delete des positions 1284 a 3253 
et digere par Hindlll et Xbal. Un fragment portant les sequences virales du virus 
F-MLV des positions 1 a 651 est genere par PCR a I'aide des amorces 6 et 7 (SEQ 

20 ID NO: 3 et 4). On peut utiliser a titre de matrice une preparation d'ADN obtenu 
de ce virus par les techniques classiques. Le fragment PCR est digere par Xhol et 
BamHI puis insere entre les genes neo et LacZ de pCB27 partiellement digere par 
Xhol et BamHI. 

25 Puis on insere entre les genes neo et LacZ de pCB28 (egalement decrit dans 
Berlioz et Darlix. 1995. J. Virol. 69, 2214-2222) linearise par Nhel, une serie de 
fragments portant des sequences VL30 de taille determines respectivement : 

- des positions 1 a 794. 

30 - des positions 205 a 794. et 

- des positions 380 a 794. 

• Les sequences VL30 ont ete generees par PCR a partir de la matrice pVL-CG20 
(Torrent et al.. 1994. J. Virol. 68. 661-667). II est a la portee de Thomme de Tart 
35 de concevoir des amorces appropriees a partir des donnees de sequences et 
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pourvues en outre d'un site Nhel a leurs extremes (a cet egard les 
oligonucleotides decrits dans les SEQ ID NO: 7 et 8 peuvent convenir pour les 
positions 205 a ,94). On obtient pVL-Dl-794. pVL-D205-794 et pVL-D380-794 
selon la sequence VL30 inseree. 

Dans tous ces vecteurs. la cassette dicistronique neo-VL30-LacZ est sous le 
controle du promoteur de I'ARN polymerase T7 pour (expression in vitro et du 
promoteur precoce du cytomegalovirus (CMV) pour 1'expression dans les cellules 
eucaryotes. On indique que I "AUG initiateur du gene lacZ est place dans un 
contexte favorable a Tinitiation de la traduction selon la regie de Kozak (A/G 
CCAUGG ; Kozak. 1986, Cell -/V, 283-292). 

2. Traduction in vitro c/es- ARjVs dicistroniques 

On genere des ARNs dicistroniques par synthese in vitro a partir de 5 M g de 
plasmides recombinants P VL linearises par Xbal. La reaction de transcription se 
deroule 3 h a 3/'C dans 0.1 ml de 40 mM Tris-HCI (pH 7.5). 6 mM MgCI 2 
2 mM spermidine. 10 mM dithiothreitol. 10 mM NaCl. 0.5 mM de chacun dl's 
nbonucleosides triphosphate en presence de 40 U d'ARN polymerase T7 et 80 U 
de RNAsine (inhibiteur de RNase). Apres un trai.ement a la DNase (RQ1) i es 
ARNs sont extraits au phenol -ch I oroforme ct precipes a icthanol. lis sont ensuite 
redissous dans de I'eau sterile bidistillee et soumis a une electrophone sur gel 
d'agarose pour verifier leur integrite (bande unique migrant a la taille artendue de 
4,6 a 5 kb selon les plasmides). 

Les ARNs dicistroniques (10 ;,g d'ARN/ml) sont ensuite traduits in vitro dans un 
systeme de lysats de reticulocytes de lapin (systeme RRL. Promega) a 50 % de sa 
concentration d'origine en presence de 1 mCi [ J5 S] methionine/m! (Amersham) 
(temps de. reaction lh a 31'C). Le melange reactionnel est supplement* en acetate 
de potassium et en chlorure de potassium a une concentration finale de 60 mM et 
40 mM respectivement. 



Les tubes sont places a lOO'C dans 62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8). 2 % SDS 10 % 
glycerol. 5 % /3-mercaptoethanol et 0.02 % de bleu de bromophenol ' et les 
3d proteines marquees au "S sont analysees par electrophorese sur gel de 
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polyacrylamide 10 % - 0.2 % SDS. La quantification des produits de traduction 
des genes neo et LacZ est effectuee par scanning. La proteine neo sert de 
standardisation du niveau de traduction et on evalue la quantite de ft galactosidase 
synthetisee (PM 110 kDa). 

5 

Les ARN produits a panir de chacun dcs vecteurs permcttent la synthese dcs 
produits ^expression des deux genes (neo et ft galactosidase) ce qui indique qu'ils 
sont dicistroniques et suggere l'existence d'un IRES dans les sequences VL30 
mises en oeuvre, assurant I'initiation de la traduction du second cistron d'ou la 
10 production de /3-galactosidase. 

Lorsqu'on examine la reaction d'une maniere quantitative, le ratio /3gal/neo est 
similaire pour les vecteurs pVL-D 1-794 et pVL-D205-794. II semble done que les 
sequences 1-205 du VL30 ont peu d'influence sur le mechanisme d'initiation de la 
15 traduction. De maniere interessante avec le vecteur pVL-D380-794. le niveau de 
synthese de la /3-galactosidase est plus eleve. Ces experiences suggerent que les 
sequences 380 a 794 du VL30 de rat ont la capacite d'initier la traduction d'un 
cistron en 3' via un mecanisme d'entree interne des ribosomes. 



20 
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30 



EXEMPLE 2 : Vecteurs retroviraux comprenan t une sequence d'un VL30 de 

rat. 

1. Construction dcs vecteurs dicistroniques 

Le plasmide pCB71 est obtenu de la facon suivante : 

Un fragment EcoRI-Xbal est isole du plasmide Clal2-AP et clone entre les memes 
sites du Bluescript II KS+ (Stratagene) pour generer pCB70. Ce fragment 
comprend le gene de la phosphatase alcaline humaine (PA) decrit dans Tart 
anterieur (Fekete et Cepko. 1993. Mol. Cell. Biol.. 13. 2604-2613). L' introduction 
de sites de restriction adequates est a la ponee de 1'homme du metier. 



En parallele. le gene de la neomycine (neo ; positions 4 a 844) est amplifie par 
PCR a panir du vecteur pLNPOZ (Adam et al.. 1991. supra) et a l'aide des 
35 amorces 10 et 11 (SEQ ID NO: 5 et 6) munies a leurs extremites de sites de 
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restriction Sail. Spel et BamHI. Le fragment PCR genere est digere par Sail et 
BamHI et introduit avec le fragment EcoRV-Sall de pCB70 ponant le gene de la 
phosphatase alcalinc dans le vectcur pLNPOZ digere par Ball et BamHI. 

On isole par PCR un fragment d'ADN de 0.59 kb comportani les sequences du 
VL30 de rat (positions 205 a 794) et muni a ses extrcmites 5' et 3' d'un site Nhel. 
On met en oeuvre ie plasmide pVL-CG20 (Torrent et a!.. 1994. supra) a litre de 
matrice et les oligonucleotides 12 et 13 repones dans les SEQ ID NO: 7 et 8. Le 
fragment PCR est digere par Nhel avant d'etre insert dans le vecteur pCB71 digere 
par Spel. pour donner pCBT2. A titre indicatif, on a inclus dans I 'oligonucleotide 
13 un codon ATG initiateur de la traduction place dans un contexte favorable de 
Kozak (A/GCCATGG) qui permettra ensuite d'introduire une sequence codante 
depourvue de codon initiateur. 

15 La construction finale pCBT2 (Figure 2) contient le LTR 5' du MoMuLV. le gene 
de la phosphatase alcaline humaine. un fragment de 0.59 kb isole du VL30 de rat 
(positions 205 a 794) suivi du gene neomycine et du LTR 3' du MoMuLV. 



10 



20 



25 



La construction du plasmide pCBTl s'effectue de la facon commc suit : 

Un fragment d'ADN comportant les sequences VL30 de rat (positions 205 a 379) 
est genere par PCR a panir du vecteur pVL-CG20 et des oligonucleotides 8 et 9 
(SEQ ID NO: 9 et 10). Apres digestion par Nhel. eclui-ci est insere dans le 
vecteur pCB28 egalement dive par Nhel, pour donner pCB57. Ce fragment Nhel 
est isole de pCB57 et introduit dans le vecteur pCB71 digere par Spel. Comme 
precedemment, ce fragment comporte un codon initiateur de la traduction place 
dans un contexte Kozak. On genere pCBTl (Figure 2) identique a pCBT2 a 
1'exception de la longueur du fragment VL30 de rat (0,175 kb' au lieu de 0,59 kb). 

30 2. Cnnsrructitm du vectcur mnnncistroniquc pVL-CT2 

On isole par PCR un fragment d'ADN comportant les sequences d'HaMSV 
(position + 1 a + 794) muni a son extremite 3' d'un site Ncol. On met en oeuvre 
le plasmide pVL-CG20 (Torrent a al, 1994. supra) a titre de matrice et les 
5 oligonucleotides 16 et 13 repones dans les SEQ ID NO: 11 et 8. Le fragment PCR 
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est digere par Smal et Ncol a vara d'etre insere dans !e vecteur pLNPOZ (Adam 
et al.. 1991. supra) digere par Ncol et partiellement par Smal, pour donner pVL- 
CT2 (Figure 2). 

5 3. Generation da particttles vi rates infeeticuses et determination du taax 
d'eneapsidation et du taux d 'expression des genes nco. phosphatase alcaline 
et LacZ 

La lignee de complementation ecotrope GP + E-86 (Markowitz et al., 1988, J. 

10 Virol., 62, 1120-1124) et les cellules cibles NIH3T3 (cellules fibroblastiques de 
souris) disponibles a TATCC. sont cultivees a 37°C en presence de 5% de C0 2 
dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's iMedium) complement avec 
5% de serum de veau de nouveau-ne. La veille de la transfection et de ['infection, 
les cellules GP + E-86 et les cellules cibles NIH3T3 sont mises en culture a raison 

15 de 5xl0 5 cellules par boite de 10cm et 1.5xl0 5 cellules par puit, respectivement. 
Les infections virales sont realisees selon le protocole conventional decrit dans la 
lirterature. La methode de titration est celle dite du point de dilution limite. 

Les vecteurs pCBTl , pCBT2 et pVL-CT2 ainsi que le vecteur de reference pMLV- 
20 LacZ (Torrent et al, 1994, supra) sont transfectes en parallcle dans les cellules 
GP + E-86 selon' la methode de Chen et Okyama (1987, Mol. Cell. Biol., 7, 2745- 
2753). Le jour suivant (J + 1), les cellules sont lavees selon les methodes de Tart 
et on recolte le surnageant de culture a J + 2. Differcntes dilutions sont utilisees 
pour infecter les cellules cibles NIH3T3. Les cellules sont cultivees en milieu 
25 selectif (800 ^g/ml de G418) 24 heures apres la transfection ou Tinfection. 

On mesure sur une aliquote de culture de cellules infectees et transferees par 
pMLV-LacZ et pVL-CT2, Texpression du gene LacZ apres coloration X-Gal. 
Cette technique de coloration est decrite dans les ouvrages de base accessibles a 
30 l'homme du metier. II est egalement possible d'utiliser un kit commercial 
(Promega). 



De meme, on determine regulierement au cours du temps, la production de la 
phosphatase alcaline dans les cellules GP + E-86 transferees et dans les cellules 
35 NIH3T3 infectees par pCBTl et pCBT2. Pour ce faire, les cellules sont rincees 
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dans du tampon PBS 1 et fixees 5 min a temperature ambiante avec une solution 
contenant 2% de formaldehyde et 0,29Z» de glutaraldehyde dans du PBS x 1. Les 
cellules ont ensuite rincees deux fois dans du tampon PBS x 1 puis incubees 30 min 
a 65°C dans du PBS x 1. Elles sont lavccs dans du tampon AP (0.1 M Tris-HCl 
pH 9.5. 0.1 M NaCl. 50 mM MgCK). Cc tampon est ensuite rempiace par la 
solution de coloration (contenant 0.1 mg/ml de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 
phosphate 1. 1 mg/ml dc Nitoblue sel de terazolium 1. Levamisoi 1 mM dans du 
tampon AP). les cellules sont incubees 6 heures a temperature ambiante a I'abri de 
la lumiere. Les cellules colonies correspondent aux cellules phosphatase positives. 

Le taux d'encapsidation de chacun des vecteurs est estime en calculant le rapport 
nombre de cellules infectees colonies (PA ou LacZ positives) sur le nombre de 
cellules transfectees colonies (PA ou LacZ positives) x 100. Les resultats sont 
indiques dans le Tableau 1 suivant. 

Tableau 1 
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PLASMIDES 


TAUX D'ENCAPSIDATION 


pMLV-Lac Z' 


100 


pVL-CT2 


170 


pCBTl 


1.8 


pCBT2 


100 



Les donnees indiquent que le fragment d'ADN de VL30 de rat (positions 205 a 
794) comprend un signal d'encapsidation au moins aussi efficace que la sequence 
Psi du MoMuLV. De maniere surprename, la localisation de la sequence VL30 de 
rat entre deux genes affecte peu Tefficacite d'encapsidation du genome retroviral 
(vecteur pCBT2 compare a pVL-CT2). 



D'autre part, lorsque Ton suit l'expression des genes PA et neo au cours du temps, 
35 la grande majorite des cellules exprimant le gene neo (resistance au G418) 
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expriment simultanement le gene phosphatase, ^expression des deux genes est 
stable au cours du temps, puisque plus de 90% des cellules resistantes au G418 
sont egalement phosphatase positives apres 40 jours de culture en milieu selectif. 

5 4. Analyse des ARN 

Des cellules a confluence sont lavees (PBS IX) puis incubees 1 heure a 37*C dans 
un tampon de lyse (50mM Tris-HCl pH8,8 ; 0.3M NaCl ; 0.5% SDS ; 0,1% 
mercapto-ethanol ; lOO^g/ml proteinase K). Le lysat est extrait deux fois au 
10 phenol. Les acides nucleiques sont ensuite precipites en presence de 2,5 volumes 
d'ethanol froid. Le precipite d'ADN est recupere a I'aide d'une baguette en verre 
alors que les ARNs sont precipites 1 heure a -20'C puis centrifuges 30 minutes a 
10000 rpm a 4'C. L' ARN cellulaire purifie est repris dans 150 /.tl d'eau sterile. 

15 Les ARNs cellulaires totaux sont incubes a 65 *C pendant 5 min dans un tampon 
MOPS (20mM acide morpholinopropanesulfonique, 5mM acetate de sodium, ImM 
EDTA, pH7) contenant 6% formaldehyde, 50% formamide, 30% bleu glycerol. 
Les ARNs denatures sont deposes sur gel agarose 0,7% en condition denaturante 
(MOPS IX. 6% formaldehyde). Les ARNs sont ensuite transferes sur membrane 

20 de nitrocellulose dans un tampon phosphate de sodium 25mM pendant 1 heure 30 
min a 800mA. La membrane est exposee sous les UV (252 nm ; 0,32 J/cm 2 ) pour 
fixer les ARNs. Puis, la membrane est incubee 4 heures a 42* C dans une solution 
de prehybridation (50% formamide, 1M Nad, 50mM NaP04 pH7, 10% Dextran 
sulfate, 1% SDS. 250^/g/ml ADN de sperme de saumon denature 5 min a 100*0. 

25 La membrane est ensuite hybridee pendant 14 heures a 42*C en 50% formamide, 
0,8M NaCl, 50mM NaP04 pH7, 10% Dextran sulfate et 1% SDS. La sonde 
neomycine utilisee a 0.5.10° cpm/^t/g est denaturee 5 min a 100*C et ajoutee a la 
solution d'hybridation. Apres hybridation, la membrane est lavee dans des bains 
successifs : 2 x SSC, 1% SDS (2 fois 10 min, temperature ambiante), 2 x SSC, 
30 0,1% SDS (30 min. 65°C) et 1 x SSC. 0.1% SDS (30 min, 65°C). La membrane 
est ensuite sechee et exposee a -80 # C pendant 72 heures. 

La* sonde neomycine est complementaire du gene de la neomycine entre les 
positions 213 et 596 et correspond au fragment Pstl-Ncol de pLNPOZ (Adam et 
35 a!. t 1991). La sonde a ete marquee par extension d f amorce avec le kit Nonaprimer 
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kit I (Appligene). 



Les ARNs cellulaires ont ete extracts de cellules GP + E-86 72 heures apres 
transfection du plasmide pCBT2, ou bien de cellules NIH3T3 infectees avec des. 
5 virions pCBT2 apres 30 jours de selection. L'hybridation de ccs ARNs avec une 
sonde complememnire du gene neo revele la presence d'un seul ARN dicistroniquc 
de taille identiquc dans les cellules transfectees et infectees. En consequence, 
r expression simultanee des genes phosphatase et neomycine dans 90-95% des 
cellules infectees apres 30 jours de selection est due a la presence d'un seul ARN 
10 dicistroniquc. 



5. Vcactir retroviral dicistroniquc contcnant deux signaux d'encapsidation. 

Cet exemple decrit la construction de vecteurs dicistroniques contenant un signal 
15 d'encapsidation en position nonmale (en aval du LTR 5') et le second entre deux 
cistrops. On genere deux vecteurs retroviraux (1) pVL-CBT2-E* dans lequel le 
signal MoMuLV est place en aval du LTR 5* et la sequence VL30 de rat (205-794) 
entre les genes codant pour la phosphatase alcaline et neo et (2) pVL-CBT5 dans 
lequel leurs positions respectives sont inversees. 

20 

pVL-CBT2-E* resulte du clonage du fragment EcoRI isole de pLNPOZ (Adam et 
al. ( 1991, supra) portam les sequences LTR 5' et d'encapsidation du MoMuLV 
dans pCBT2 prealablement digere par ce meme enzyme (Figure 3). 

25 pVL-CBT5 est obtenu de la facon suivante : les sequences correspondant au 
LTR 5' de MoMuLV suivi des sequences VL30 (positions 205 a 794) sont 
amplifies par PCR a partir de la matrice pVL-CT2. II est a la ponee de Thomme 
de Tart de determiner les amorces qui conviennent et de les pourvoir de sites 
EcoRI a leurs extremites 5'. Le fragment amplifie est digere par EcoRI et clone 

30 dans le vecteur pMLV-CTB (voir ci-apres) egalement traite par EcoRI pour dormer 
pVL-CBT5 (Figure 3). 

6. Vecteur retroviral dicistroniquc comportant le signal d'encapsidation de 
MoMuLV en position centrale, 

35 
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On construit r equivalent de pCBT2 a la difference que le signal d'encapsidation 
de MoMuLV (positions 210 a 1035) rernplace celui de VL30 de rat. II est isoie du 
vecteur pLNPOZ par PCR a I'aide d'arnorces adequates componant a leurs 
extremites un site Nhcl. Apres digestion Nhel, le fragment ampiifie est introduit 
5 entre les genes PA et neo de pMLV-CB71 (Berlioz et Darlix, 1995, J. Virol. 69, 
2214-2222) digere par Spcl. On obtient pMLV-CBT (Figure 3). 

7. Evaluation dcs /auctions d'aicapsidation ct IRES dcs vcctcurs pMLV-CBT2- 
E\ pVL-CBTS et pMLV-CBT 

0 

Les litres viraux sont determines de maniere transitoire ou stable selon la 
technologie appliquee precedemment par evaluation du nombre de cellules 
exprimant la phosphatase alcaline. Les resultats sont indiques dans le tableau 2 
suivant et compares au vecteur dicistronique pCBT2. 

Tableau 2 



Vecteurs 


Titrcs viraux (PA* cfu/ml) 
Expression transitoire Expression long-terme 


pCBT2 
pMLV-CBT 
pVL-CBT2-E + 
pVL-CBT5 


1 x 10 J 1 x 10 5 
2,5 x 10 J 2 x 10 s 

3 x 10 J Ax 10 5 
2,5 x 10 J 1.8 x 10 5 



Ces donnees indiquent que la presence de deux signaux d'encapsidation dans un 
vecteur recombinant n'a pas d'effet (pMLV-CBT compare a pVL-CBT5) ou un 
effet modere (pCBT2 compare a pVL-CBT2-E") sur le titre viral par rapport a un 
vecteur n'ayant qu'un signal. On observe egalement que la position de ces signaux 
au sein du genome retroviral peut influencer leur capacite d'encapsidation (pVL- 
CBT2-E* compare a pVL-CBT5) bien qu'a un faible degre. A cet egard, la 
combinaison "signal MoMuLV en position normale et VL30 entre les deux 
cistrons" semble plus efficace. 

Les cellules GP + E-86 sont transfectees avec chacun des vecteurs retroviraux et on 
evalue les niveaux d'expression du gene PA en presence et en absence de 



V 
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neomycine. Les cellules resistances a la neomycine et PA positives sont denombrees 
apres 15 jours de selection. Les valeurs obtenues sont legerement plus imponantes 
pour les vecteurs dicistroniques portant les deux signaux d'encapsidation que pour 
leurs homologues n'en portant qu'un, ce qui suggere que la presence de deux 
5 sequences d'encapsidation, Tunc d'origine rctrovirale ct I'autre de VL30 
n'influence pas I'expression genique des cistrons. Par aillcurs, dant tous les cas, 
I' expression du gene neo est efficace. Or el le ne peut etre obtenue que par 
initiation interne de la traduction des ARNs dicistroniques mediee par les sequences 
precedant le cistron neomycine. soit VL30 (pCBT2 ou pVL-CBT2-E*) ou la region 
10 d'encapsidation du MoMuLV (pMLV-CBT et pVL-CBT5). 

En conclusion, ces experiences montrent que les sequences 5' VL30 et MoMuLV 
sont toutes deux capables de promouvoir Tencapsidation d'un vecteur retroviral et 
['initiation de la traduction d'un cistron place en aval. 

15 

EXEMPLE 3 : Vecteur retroviral comprenant une sequence d'encapsidation 

isol£e d'un VL30 de souris. 

20 1. Construction des vecteurs 

Un fragment d'ADN contenant la sequence VL30 de souris (positions 362 a 1149) 
est amplifie par PCR a partir du vecteur pKT403 (Adams et al. 1988, supra) et a 
Taide des amorces oligonucleotidiques 3 et 4 (SEQ ID NO: 12 et 13). Le fragment 
25 genere est digere par Ball et Ncol avant d'etre insere entre les memcs sites du 
vecteur pLNPOZ (Adam et al. f 1991, supra). On obtient le vecteur pSJE2. 

Par ailleurs, un fragment d'ADN comprenant une sequence plus courte de VL30 
de souris (positions 362-575) egalement obtenu par PCR a partir de la matrice 
30 pKT403 et des oligonucleotides 1 et 2 (SEQ ID NO: 14 et 15), est introduit dans 
le vecteur pLNPOZ comme decrit ci-dessus. On obtient pSJEl. 

Les vecteurs pSJEl et pSJE2 comprennent le LTR 5' du MoMuLV, le fragment 
VL30 de souris indique, le gene LacZ et le LTR 3 1 du MoMuLV. A litre de 
35 temoin negatif, on construit le vecteur pSJE3 identique aux deux precedents mais 
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dans lequel ia sequences VL30 est remplacee par un polylinker. II est obtenu par 
introduction de ['oligonucleotide 5 (SEQ ID NO: 16) entre les sites Ball et Ncol 
de pLNPOZ. 

5 2. Determination du tatix d'encapsidation 

La technologie utilisee est comparable a celle decrite dans I'exemple 1. 
Brievement, les vecteurs pSJEl, 2 et 3 sont transfectes dans des lignees murines 
de complementation, GP + E-86 ou CRIP (Danos et Mulligan, 1988, Proc. Natl. 

10 Acad. Sci. USA. 85 % 6460-6464). Le surnageant de culture est utilise pour infecter 
les cellules cibles murines NIH3T3. On mesure I'expression du gene LacZ dans les 
cellules infectees et transfectees apres coloration X-Gal. Le titre viral correspond 
au rapport nombre de cellules bleues (LacZ + ) infectees sur le taux de transfection 
multiplie par le volume de surnageant viral utilise. Le tableau 3 suivant dorme une 

15 estimation des litres viraux obtenus pour chacun des vecteurs pSJE en fonction de 
la lignee de complementation de depart. On utilise a titre de reference le vecteur 
pMLVLacZ-h (Torrent et al., 1994, supra) cornprenant la region d'encapsidation 
conventionnelle du iMoMuLV. 

20 Tableau 3 



PLASM I DES 


TITRES SUR GP+ EK6 (/ml) 

En expression En expression 
transitoire Ions terme 


TITRES SUR 
CRIP (/ml) 

En expression 
transitoire 


pSJEl 


0,1 x 10 5 


0,3 x 10 5 


0,7 x 10 J 


pSJE2 


1 x 10 5 


1,3 x 10 s 


6,5 x 10 J 


pSJE3 


< 0,001 x 10 s 


< 0,001 x 10 5 


< 0,01 x 10 4 


pMLVIacZ* 


0,85 x 10^ 


2 x 10 5 


7 x lO 4 



Les resultats montrent que la sequence VL30 de souris comprise entre les 
nucleotides 362 et 1149 comprend une .sequence d'encapsidation au moins aussi 
30 efficace que celle du MoMuLV. Une sequence VL30 plus courte (positions 362- 
575) est encore capable d'encapsidation quoiqu'a un taux plus faible. Comme 
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attendu, le vecteur pSJE3. depourvu de toute region d'encapsidation est incapable 
de generer des particulcs virales. 

Par ailleurs. lorsque Ton remplace dans le vecteur pCBT2 la sequence VL30 de rat 
5 par une des sequences VL30 de souris (soit le fragment 0.7S kb allant des positions 
362 a 1149 soit le fra gment 0,21 kb allant des positions 362 a 575), on mesure un 
taux d'encapsidation efficace ei une expression correcte du gene de la phosphatase 
alcaline. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSERM 

(B) RUE: 101 rue de Tolbiac 

(C) VILLE: Paris cedex 13 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 75654 

(G) TELEPHONE: (1) 44 23 60 00 

(H) TELECOPIE: (1) 45 85 68 56 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Nouveau site interne d'entree des 
r ibosomes , 

vecteur le contenant et utilisation therapeut ique . 
(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 16 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT : Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 590 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS : NON 

(vi) ORIGINE : 

(A) ORGANISME: Rattus 

(B) SOUCHE: element VL30 de rat 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 1: 



GGCAAGCCGG 


CCGGCGTTTG 


TCTTGTCTGT 


TGTGTCTTGT 


CCTGTGAACG 


ATCGATCAAT 


60 


AGGCTCAGAT 


CTGGGGACTA 


TCTGGGCGGG 


CCAGAGAAGG 


AGCTGACGAG 


CTCGGACTTC 


120 


TCCCCCGCAG 


CCCTGGAAGA 


CGTTCCAAGG 


GTGGTTGGAG 


GAGAGGGAGA 


TGCGGATCCG 


180 


TGGCACCTCC 


GTCCGTTTTC 


GGAGGGATCC 


GCACCCTTGA 


TGACTCCGTC 


TGAATTTTTG 


240 


GTTTCAGTTT 


GGTACCGAAG 


CTGCGCGGCG 


CGCTGCTTGT 


TACTTGTTTG 


ACTGTTGGAA 


300 


TTGTTTGTCT 


TCTTTGTGAC 


CTGACTGTGG 


TTTTCTGGAC 


GTGTTGTGTC 


TGTTAGTGTC 


360 


TTTTTGACTT 


TTGTTTCGTG 


TTTGAATTTG 


GACTGACGAC 


TGTGTTTAAA 


ATCTTAGACC 


420 


GACGACTGTG 


TTTGAAATCA 


TGAAACTGTT 


TGCTTTGTTC 


GTCGAAGAGT 


TTTACTTGGT 


480 
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CCCCTTAACG CTTAGTGAGT AAGAAACTTA ATTTTGTAGA CCCCGCTCTA GTGGCAGTGT 
CTTGGTTGAT AGCCAAAGTT AATTTTTAAA ACATAGTGTT TTGGGGGTTC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 788 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleiquc 

(C) NOMBRE DE BR INS : simole 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS : NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: element VL30 de souris 



Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 



GATTCTTTGT 


TCTGTTTTGG 


TCTGATGTCT 


GTGTTCTGAT 


GTCTGTGTTC 


TGTTTCTAAG 


60 


TCTGGTGCGA 


TCGCAGTTTC 


AGTTTTGCGG 


ACGCTCAGTG 


AGACCGCGCT 


CCGAGAGGGA 


1 20 


GTGCGGGGTG 


GATAAGGATA 


GACGTGTCCA 


GGTGTCCACC 


GTCCGTTCGC 


CCTGGGAGAC 


1 80 


GTCCCAGGAG 


GAACAGGGGA 


GGATCAGGGA 


CGCCTGGTGG 


ACCCCTTTGA 


AGGCCAAGAG 


240 


ACCATTTGGG 


GTTGCGAGAT 


CGTGGGTTCG 


AGTCCCACCT 


CGTGCCCAGT 


TGCGAGATCG 


300 


TGGGTTCGAG 


TCCCACCTCG 


TGTTTTGTTG 


CGAGATCGTG 


GGTTCGAGTC 


CCACCTCGCG 


360 


TCTGGTCACG 


GGATCGTGGG 


TTCGAGTCCC 


ACCTCGTGTT 


TTGTTGCGAG 


ATCGTGGGTT 


420 


CGAGTCCCAC 


CTCGCGTCTG 


GTCACGGGAT 


CGTGGGTTCG 


AGTCCCACCT 


CGTGCAGAGG 


480 


GTCTCAATTG 


GCCGGCCTTA 


GAGAGGCCAT 


CTGATTCTTC 


TGGTTTCTCT 


TTTTGTCTTA 


540 


GTCTCGTGTC 


CGCTCTTGTT 


GTGACTACTG 


TTTTTCTAAA 


AATGGGACAA 


TCTGTGTCCA 


600 


CTCCCCTTTC 


TCTGACTCTG 


GTTCTGTCGC 


TTGGTAATTT 


TGTTTGTTTA 


CGTTTGTTTT 


660 


TGTGAGTCGT 


CTATGTTGTC 


TGTTACTATC 


TTGTTTTTGT 


TTGTGGTTTA 


CGGTTTCTGT 


720 


GTGTGTCTTG 


TGTGTCTCTT 


TGTGTTCAGA 


CTTGGACTGA 


TGACTGACGA 


CTGTTTTTAA 


780 


GTTATGCC 












788 


(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NC 


»: 3: 









(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Murine leukemia virus 

(B) SOUCHE: souche Friend (oligo 6) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
GCTCGAGCTA GCTGCAGCGC CAGTCCTCCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Murine leukemia virus 

(B) SOUCHE: souche Friend 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligo 7 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
CGGGATCCGC TAGCAAACTT AAGGGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE : acide nucleique 

(C) N0M3RE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: gene neomycine 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligo 10 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
GGGGTCGACA CTAGTGATTG AACAA 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: gene neomvcine 

(C) INDIVIDUEL ISOLE:'oligo 11 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 6: 
GCTCTAGAGG ATCCGGCAGG TTGGGCG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 
(3) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: element VL30 de rat 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligo 12 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 7: 
GGGCTAGCGG CAAGCCGGCC G 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simole 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

( vi ). ORIGINE: 

(B) SOUCHE: element VL30 de rat 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligo 13 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 8: 
GGGCTAGCCC CATGGCAACC CCCAAAACAC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 



WO 96/01324 



- 30 - 

<i) CARACTER ISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: element VL30 de rat 
(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligo 8 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
GGGCTAGCGG CAAGCCGGCC G 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTER ISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
(DJ CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: element V130 de rat 
(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligo 9 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO 
GGGCTAGCCC CATGGCCGGA TCTCCCTC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTER ISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Murine sarcoma virus 

(B) SOUCHE: HaMSV 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligo 16 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 11: 
GCTCGAGCTA GCTCCAGCGC CAGTCCTCCG T 3 i 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTER ISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 pa ires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE D£ BRINS: Simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

( ii i ) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: element VL30 de souris (oligo 3) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
CCGAATTCTG GCCAGATTCT TTGTTCTG 28 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTER ISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simDle 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS : OUI 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: element VL30 de souris (oligo 4) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
CCGCTAGCCC CATGGCAACT TAAAAACAG 29 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: H: 

(i) CARACTER ISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) N0M3RE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

( i i ) ' TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

( iii ) • HYPOTHETIQUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: element VL30 de souris 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENC 



E : SEQ ID NO : 14: 



CCGAATTCTG GCCAGATTCT TTGTTCTG 



28 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 
(3) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: element VL30 de souris (oligo 2) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 

CCGCTAGCCC CATGGCGTCC CTGATCC 27 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 
(8) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : 

(3) SOUCHE: polylinker (oligo 5) 



(xi) -DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
TGGCCAGCTG AAGCTTGCCA TGGG 



24 
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Revindications 

Un fragment d'ADN isole comprennnt un site interne d'entree de.s ribosomes 
er/ou une sequence d'encapsidation, caracierise cn ce que ledit fragment est 
derive d'un retrotransposon. 

Un fragment d'ADN isole selon la revindication 1, caracierise en ce qu'il 
comprend au rnoins 100 nucleotides correspondant a I'extremite 5* dudit 
retrotransposon en aval de la repetition directe. 

Un fragment d'ADN isole selon la revindication 1 ou 2, caracierise en ce 
qu'il est derive d'un element cellulaire mobile de type VL30 d'origine murine. 

Un fragment d'ADN isole selon la revindication 3, caracierise en ce qu'il est 
derive d'un element cellulaire mobile de type VL30 de rat. 

Un fragment d'ADN isole selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il est 
substantiellement homologue a la sequence presentee dans I'identificateur de 
sequence SEQ ID NO: 1. (i) commencant au nucleotide 1 et se terminant au 
nucleotide 590 ou (ii) commencant au nucleotide 176 et se terminant au 
nucleotide 590. 

Un fragment d'ADN isole selon la revendication 3, caracterise en ce qu'il est 
derive d'un element cellulaire mobile de type VL30 de souris. 

Un fragment d'ADN isole selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il est 
substantiellement homologue a la sequence presentee dans I'identificateur de 
sequence SEQ ID NO: 2, commencant au nucleotide 1 et se terminant au 
nucleotide 788. 

Un vecteur pour I'expression d'un ou plusieurs gene(s) d'interet comprenant 
un fragment d'ADN selon Tune des revendications 1 a 7. 

Un vecteur selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il s'agit d'un vecteur 
plasmidique ou d'un vecteur viral derive d'un virus selectionne parmi le 
groupe des poxvirus, adenovirus, baculovirus, virus de l'herpes, virus associe 
a un adenovirus et retrovirus. 

Un vecteur selon ia revendication 8 ou 9, caracterise en ce que ledit fragment 
d'ADN est positionne en amont d'un gene d'interet pour ameliorer la 
traduction du produit d 'expression pour lequel ledit gene code. 

Un vecteur retroviral selon la revendications 8 ou 9, caracterise en ce que 
ledit fragment d'ADN est positionne : 
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(i) en aval du LTR 5* dudit vecteur retroviral ; et/ou 

(ii) en amont d'un gene d'interet 

pour permeiire I'encapsidation dudit vecteur retroviral et/ou pour ameliorer 
la traduction du produit d'expression pour lequel ledit gene code. 

12. Un vecteur retroviral selon la revendication 10 ou 11, caracteri.se en ce qu'il 
comprend en outre une sequence d'encapsidation issue d'un retrovirus. 

13. Un vecteur retroviral selon la revendication 11 ou 12, caracterise en ce que 
le LTR 5* dudit vecteur retroviral controle I'expression d'un ou plusieurs 
genets) d'interet. 

14. Un vecteur selon Tune des revindications 8 a 13, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins deux fragments d'ADN selon Tune des revendications 1 
a 7 ; lesdits fragments d'ADN etant derives de retrotransposons d'origines 
differentes. 

15. Un vecteur selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il comprend un 
fragment d'ADN selon la revendication 4 ou 5 et un fragment d'ADN selon 
la revendication 6 ou 7. 

16. Un vecteur selon Tune des revendications 8 a 15, caracterise en ce qu'il 
comprend un gene d'interet codant pour un produit d'expression selectionne 
parmi le facteur VIII, le facteur IX, la proteine CFTR, ia dystrophine, 
Tinsuline, 1'interferon gamma, une interleukine et un marqueur de selection. 

17. Une particule virale generee a panir d'un vecteur viral selon Tune des 
revendications 8 a 16. 

18. Une cellule animale comprenant un vecteur selon l'une des revendications 8 
a 16 ou infectee par une panicule virale selon la revendication 17. 

19. Utilisation d'un vecteur selon Tune des revendications 8 a 16, d'une particule 
virale selon le revendication 17 ou d'une cellule animale selon la 
revendication 18 pour la preparation d'une composition phanmaceutique 
destinee au traitement et/ou a la prevention d'une maladie traitable par 
therapie genique. 

20. Une composition pharmaceutique comprenant a titre d' agent therapeutique ou 
prophylactique, un vecteur selon l'une des revendications 8 a 16, une particule 
virale selon le revendication 17 ou une cellule animale selon la revendication 
18 en association avec un vehicule phanmaceutiquement acceptable. 

21. Une composition pharmaceutique selon la revendication 20, caracterisee en ce 
qu'elle comprend entre 10 J et 10 u pfu, et de preference entre 10 6 et 10 11 pfu 
panicules virales selon la revendication 17. 
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22. Un vecteur polycistronique pour ['expression d*au moins deux genes d'interet 

comprenant un site interne d'enrree des ribosomes positionne entre deux des 
dits genes d'interet caractcrisc en ce que led it site interne d'entree des 
ribosomes derive de In sequence d'encapsidation du retrovirus de la leuccmie 
murine de Moloney. 
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RJETVEND I CATIONS MODIFEEES 
[revues par Ic Bureau internationaJ Ic 5 fevrier 1996 (05.02.96); 
revendications 1-22 remplacees par les revendications 1-23 modifies (3 pages)] 

Un vecteur pour rexpression d un ou piusieurs gene(s) d'interet comprenani un 
fragment d'ADN. comprcnant : 



(ii) 



(i) un sil c interne d'entree des ribosomcs derive d'un 
retrotransposon. ei/ou 

une .sequence d'encapsidation derivee d'un retrotransposon a 
I'exception d'un element cellulaire mobile de type VL30 de rat 
ou 

(iii) une sequence d'encapsidation derivee d'un element cellulaire 
mobile de type VL30 de rat d'au moins 174 nucleotides et d'au 
plus 882 nucleotides. 

Un vecteur seion la revendication I. caracterise en ce qu'il s'agit d'un vecteur 
plasmidique ou d'un vecteur viral derive d'un virus selectionne parmi le groupe 
des poxvirus, adenovirus, baculovirus. virus de I'herpes. virus associe a un 
adenovirus et retrovirus. 

Un vecteur selon la revendication 1 ou 2. dans lequel ledit fragment d'ADN 
comprend un site interne d'entree des ribosomes derive d'un retrotransposon. 

Un vecteur selon la revendication 3. caracterise en ce que ledit fragment d'ADN 
est positionne en amont d'un gene d'interet pour ameliorer la traduction du produit 
d'expression pour lequel ledit gene code. 

Un vecteur selon Tune des revendications 1 a 4. dans lequel ledit fragment d'ADN 
comprend une sequence d'encapsidation derivee d'un retrotransposon a I'exception 
d'un element cellulaire mobile de type VL30 de rat. 

Un vecteur selon Tune des revendications 1 a 5. dans lequel ledit retrotransposon 
comprend au moins 100 nucleotides correspondam a I'extrernite 5' dudit 
retrotransposon en aval de la repetition directe. 

Un vecteur selon Tune des revendications 1 a 6, dans lequel ledit retrotransposon 
est derive d'un element cellulaire mobile de type VL30 de rongeur. 

Un vecteur selon la revendication 7. dans lequel ledit retrotransposon est derive 
d'un element cellulaire mobile de type VL30 de rat. 

Un vecteur selon la revendication 7, dans lequel ledit retrotransposon est derive 
d'un element cellulaire mobile de type VL30 de souris. 

Un- vecteur selon la revendication 9, dans lequel ledit fragment d'ADN est 
substantia lement homologue a la sequence presentee dans 1'identificateur de 
sequence SEQ ID NO: 2. commencant au nucleotide 1 et se terminant au 
nucleotide /88. 
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1 1 



12 



13. 



14. 



15 



16. 



17. 



18. 



19 



20 



Un vecieur seton I'une cles revendicaiions 1 4 4. dans leque ledu fragment 
d ADN comprend une sequence d'encapsidaiion derivee d un element cellula.re 
mobile 'dc Tvpe VL30 de ra, dau moins 174 nucleoc.de* e« d au p.us 882 



nucleotides. 



Un vecieur selon In revindication 8 ou 11 . dans lequel led.! fragment d ADN est 
sub tnn iellemen, homoloaue a la sequence presentee dans 1 .denuf.cateur dc 
s^uence SEQ ID NO: "l . commencant au nucleotide 1 et se term.nant au 

nucleotide 590. 

Un vecteur retroviral selon Tune des revendicaiions I a 12. caracterise en ce que 
ledit fragment d' ADN est positionne : 

(i) en aval du LTR5" dudit vecteur retroviral : et/ou 

(ii) en amont d"un gene d'interet 

oour permeitre rencapsidation dudit vecieur retroviral et/ou ameliorer la traduction 
du produit depression pour lequel ledit gene code. 

Un vecteur retroviral selon .a revindication 13. caracterise en ce qu'il comprend 
en outre une sequence d'encapsidation issue d un retrovirus. 

Un vecteur retroviral selon la revindication 13 ou 14. caracterise en ce que le 
LTR5 dudit vecteur retroviral controle Impression d'un ou p.usieurs gene(s) 

d'interet. 

Un vecteur pour Impression de plusieurs genes d'interet selon la revocation 1. 
caracterise en ce qu"il comprend : 

(i) un fraement d' ADN comprenant un site interne dentree des 
ribosomes derive d un retrotransposon. et 

(ii) un fragment d' ADN comprenant une sequence d encaps.dation 
derivee d'un retrotransposon. 

' j«di« fragments d' ADN etant derives de retrotransposon* d'origines differentes. 

m ^»; rt n l A raracierise en ce qu'il comprend un fragment 
^ZT^TZ^^ ,0 «!n (ragm l d' ADN ,e, ,u, 

defini dans la revindication 8. 11 ou 12. 

U j;,f;:™vm S»r .X. U pro^e CFTR. ia dysTophine. rinsuiin.. 
nm.rfiron p™.. » im.ri.ukin. «« m^rqu.ur d. 3..econ. 

' U„. panicul. virate g«n«r*. a panir d'un vea.ur viral selon run. rte 

revendicaiions 1 a 18. 

Une cellule animaie comprenant un vecteur selon 1'une des revendications 1 a 18 
ou infectee par une panicule virale selon la revendicanon 19. 
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21. Utilisation d un vecteur selon Tune des revendications 1 a IS. d'une panicule 
virale selon la revendication 19 ou d'une cellule animale selon la revindication 20 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou 
a la prevention d une maladie traitable par therapie genique. 

22. Une composition pharmaceutique comprenant a litre d'agent thcrapeuiique ou 
prophylactique. un vecteur scion Tunc des revendications 1 a 18. unc panicule 
virale selon la revendication 19 ou une cellule animale selon la revendication 20 
en a.^ociation avec un vehicule pharmaceutiquemcnt acceptable. 

23. Une composition pharmaceutique selon la revendication 22. caracterisee en ce 
qu'elle comprend entre 10 J et 10 14 pfu. et de preference enire 10" et 10 l! pfu 
particules vi rales selon la revendication 19. 
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